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传染。因此需要开发一种安全有效的新型口蹄疫疫苗。FMDV 的 VP1 蛋白含有
多个重要的抗原表位，能有效的诱发 FMDV 特异的免疫反应，因此针对 VP1 设
计的疫苗是当前 FMDV 疫苗研究的热点。粘膜免疫系统是抵抗病原微生物入侵
的重要屏障。FMDV 作为一种传染性疾病，粘膜 IgA 对动物抵抗病毒的入侵可
能也具有不可忽视的作用。经由粘膜途径免疫的 FMDV 疫苗具有良好的应用前
景。CT 是目前发现的 强的粘膜佐剂，但具有较大毒性，而其 B 亚基（CTB）
具有很强的抗原呈递能力，添加痕量的 CT 或单独使用就具有很好的佐剂活性。
因此利用以 CTB 为主的混合佐剂来研制抗 A、O 型 FMDV 的双价粘膜疫苗具
有较大实用意义。 
本研究主要工作是选择合适的载体原核表达 A、O 型抗原决定簇和 HBcAg 
cDNA 融合基因 (融合基因先前已由本实验设计完成，命名为 t8-3s)，表达纯化
霍乱毒素 B 亚基（CTB 表达载体有本实验室张国广构建）。同时构建 CTB-t8-3s
融合表达载体。将上述三个蛋白表达纯化后做蛋白的活性或免疫原性检测。然后
将 CT、t8-3s 混合物和 CTB-t8-3s 分别经皮下、鼻粘膜、口服途径免疫小鼠。实
验结果证实 t8-3s 可以诱发抗口蹄疫标准抗体的抗体，说明它具有开发成口蹄疫
疫苗的潜力。CTB、t8-3s 混合物和 CTB-t8-3s 经鼻粘膜途径免疫组的小鼠具有较
高的血清 IgG 和粘膜 IgA，说明 CTB 可以作为此候选口蹄疫疫苗的粘膜佐剂，
添加灭活霍乱弧菌的实验组具有更高的 IgG 和 IgA 水平，暗示 CTB 添加痕量 CT
的佐剂活性更高。 















Foot-and-mouth disease virus (FMDV) is the serious causative agent of foot and 
mouth disease which affects meat-and milk-producing of livestock. Although they are 
effective for the prevention and control of the disease, inactivated virus which is 
utilized as current vaccines have considerable potential risk. So it is necessary to 
develop alternative vaccines. Production of complete VP1 or critical epitopes of VP1 
in a diversity of expression systems has been performed in the search for an effective 
and inexpensive alternative. The mucosal immune system is the first line of defense 
against major pathogens. Further, mucosal immunization has been shown to induce 
both mucosal and systemic immunity to pathogens. Moreover, IgA response after 
vaccination plays a possible role in protection against FMDV infection.Thus, the 
development of a safe and effective mucosal vaccine against FMDV should be a high 
priority. The cholera toxin is one of most promising mucosal adjuvant but with 
potential toxicity, and its B subunit (CTB) itself or with a trace of CT can also 
enhances organism immunity by the combination with antigen when delivered to 
mucosa. The development of mucosal bivalent vaccine against FMDV is necessary 
and practical. 
In this study, we utilize the E.coli expression system to express the A and O type 
FMDV epitopes and HBcAg cDNA fusion gene which is designed previously (fused 
gene was designed by Shao hanjuan, named t8-3s) and cholera toxin B subunit(CTB, 
the expression vector was constructed by Zhang Guoguang ). Then we develop the 
expression vector of CTB and t8-3s fused gene. Then, we test the assumed mucosal 
bivalent vaccine in mice via intranasal  and oral immunization. Systemic and 
mucosal immunity is measured via the test of anti-VP1 IgG and IgA antibody level. 
The results suggest the feasibility of intranasal immunisation against FMDV with the 














































或经由皮肤、粘膜等侵入动物。感染后，2 到 3 天内会出现患病的症状，病征可
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染病。FMDV 属小 RNA 病毒科(Picornaviridae)，口蹄疫病毒属(Aphthovirus)。具
有 7 种不同的血清型，即 O、A、C、SAT1、SAT2、SAT3 和 Asia I，各个血清
型又包含多个亚型。各血清型间无血清交叉和交叉免疫现象[4]。即使是同一血清
型的不同亚型间抗原性也存在差异。 
口蹄疫病毒是由 60 拷贝的外壳蛋白（每份由四个结构蛋白 VP1， VP2， 
VP3，和 VP4 构成）和包裹在里面的单链 RNA 基因组组成的 140S 颗粒。在病
毒粒子内，还含有一些 VP2 和 VP4 的前体蛋白 VP0[5]，和一个拷贝 23-24 个氨
基酸的基因组连接蛋白 3B（VPg），VPg 共价结合到 RNA 的 5’ 端。病毒基因组
包含一个开放阅读框架，整个基因组翻译成一个多聚蛋白体，经转译后的蛋白经
水解产生各种中间体、成熟多肽和 NS 病毒蛋白[6]。  
根据蛋白水解后产生的肽段，基因组可以分为五个区域。5’ 端的非编码区，
leader 蛋白，结构蛋白，非结构蛋白，3’ 端非编码区。 
1.1.1.1. FMDV 非编码区及其功能 
（1）5’ 端的非编码区 
FMDV 的 5’ 端非编码区长度超过 1 300 nt[7]，在 5’末端共价结合了一个 VPg 
蛋白。依次包含 S 片段，poly(C)区， PKs (pseudoknots，功能未知)， cre(Cis-acting 
replication element, cre)，内部核糖体进入位点 IRES (Internal ribosome entry site, 
IRES)。 
S 片段长约 360 nt，具有一段高度配对的碱基序列，能折叠形成茎环结构，
防止核酸外切酶对基因组的切割。同时，S 片段可能和 FMDV 基因组的复制有
关，维持病毒 RNA 在宿主中的稳定性[8]。 
poly(C)区 90 %的碱基为 C，还有少量的 U 和 A[9]。因此起初人们认为长度
和其致病能力有关。但是，后来有研究比较了几株具有类似基因组而 poly(C)长
度不同的 FMDV 株系后，认为 poly(C)长度与病毒致病性没有必然联系[10]。目前
尚不确定 poly(C)区在病毒复制过程中扮演的角色。 
FMDV 的 cre 结构和人类鼻病毒、骨髓灰质炎病毒、心病毒都有一个包含
AAACA 保守区的颈环结构。但是 FMDV 中 cre 结构位于 5’ 端的非编码区，其
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小 RNA 病毒科的病毒没有真核 mRNA 的 7-甲基-G 帽子结构，它们拥有自
己特有的核糖体进入位点，称为 IRES。小 RNA 病毒科的 IRES 富含二级结构和
三级结构。 
（2）3’ 端非编码区 
3’ 非编码区在 ORF 的终止密码子之后，它是一段具有特殊颈环结构的短
RNA，其后连接一段长度不定的 Poly (A) 尾巴。3’ 非编码区也和病毒基因组的
复制有关[11]。研究表明： 3’ 非编码区可以和病毒的一些和 RNA 复制相关的蛋
白结合。许多实验表明，删除 FMDV 3’ 端非编码区会降低病毒 RNA 的体外复
制能力，而在体内实验中可以阻断感染细胞中的病毒复制[12]。将 FMDV 的 3’ 端
非编码区用 SVD病毒的 3’ 端非编码区代替后的基因组不具有活性，因此小RNA
病毒科中病毒的 3’ 端非编码区是不同的。3’端非编码区的功能可能是和病毒的
复制和翻译相关。 
1.1.1.2. FMDV 基因组的开放阅读框(ORF) 及其编码蛋白的功能 
L 蛋白编码区在 5’ 端，由它编码多蛋白体的 N-端部分。在 L 蛋白区后面是
P1 区。它编码 VP4 、VP2 、VP3 和 VP1 四个病毒的结构蛋白。在 P1 区后是
P2 区编码病毒的非结构蛋白为 2A、2B 和 2C，紧接 P2 区的是 P3 区，它编码










P1 区含有 1A、1B、1C 和 1D 4 个基因，分别编码 VP4 、VP2 、VP3 和
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结合成前粒子，五个前子粒组装成一个五聚体，十二个五聚体组装成包裹了病毒
RNA 的颗粒，称为前病毒粒，如果没有包裹 RNA 则为外壳蛋白。前病毒粒通
过将蛋白 VP0 剪切成 VP4 和 VP 转变为成熟病毒。 
通过电镜观察发现 FMD病毒颗粒是一个表面很光滑的直径为 25nm的球体，
X 射线衍射技术帮助我们得到许多血清型 FMDV 的病毒外壳清晰结构。VP1 、
VP2 和 VP3 折叠成 8 链楔型的 β-桶状结构，这些蛋白互相嵌合在一起构成了
病毒外壳的大部分表面[15]。VP4 埋于衣壳的内部，VP4 利用 N 端的十四烷基
与β片层共价相连。β-桶状结构的那些肽链是通过环区来连接构成病毒外表面的。
FMDV 和其它小 RNA 病毒的结构不同的是它表面没有可能可作为受体结合位点
的沟或谷[16]。 另外一个特点是：在五倍体的中心有一个通道，可以让小分子如
CsCl 进入衣壳内，也因此在小 RNA 病毒科中是具有 高密度的病毒[17]。 
（3）非结构蛋白 
P2 和 P3 区编码病毒非结构蛋白，这些非结构蛋白在病毒的复制，蛋白的折
叠、组装中具有重要的作用。P2 基因区编码 2A、2B 和 2C 三种蛋白。 
2A 是仅有 18 个氨基酸的多肽，多蛋白的初次切割后，2A 与 P1 仍然连接在
一起，它具有自身催化蛋白酶活性。在后来的蛋白加工中， 3Cpro 和 3CDpro 可
将 P1-2A 切开。 
2B 和 2C 蛋白和病毒在细胞中引起病变有关。2B 蛋白能提高膜渗透能力，
阻断蛋白的分泌途径。 近的研究表明，对宿主蛋白的分泌途径的阻断是 2B 和
2C 一起起作用的结果，其中 2C 在细胞内的定位决定了分泌阻断发生的部位[18]。 
2C 蛋白定位于内质网上和高尔基体内的粒状结构[19]，可能和病毒复制有关，但
是具体的作用机制尚并不清楚。有研究发现，脊髓灰质蛋白的 2C 蛋白具有 ATP 
酶和 GTP 酶活性[20]。由于小 RNA 病毒的 2C 蛋白高度保守，由此推断 FMDV
的 2C 蛋白也可能具有这些活性。 
大部分类型的 FMDV 的 3A 蛋白有 153 个氨基酸，比其它小 RNA 病毒科的
病毒大。在小 RNA 病毒科的其他病毒属中，3A 蛋白的变化和宿主范围的改变有
关。但是很难评估 3A 蛋白的缺失和宿主变化的关系，因为有些正常宿主中也存
在少量具相同缺失的病毒。 
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丝氨酸蛋白酶胰凝乳蛋白酶类的折叠[21]，属于类似胰凝乳蛋白酶的半胱氨酸蛋
白酶类。FMDV 3Cpro 首要的功能是对多聚蛋白进行加工，FMDV RNA 编码了
14 个蛋白，十三次的蛋白切割中有十次是由 3Cpro加工的。FMDV 3Cpro也可以切
割感染细胞中的宿主蛋白。除蛋白酶活性外，FMDV 3Cpro 还和病毒 RNA 的复制
有关。正链 RNA 的合成开始后，3B 蛋白(VPg) 泛素化产生 VPg-pU-Pu 前体，
结合在负链 RNA 模板，作为正链合成的引物 。而 cis-作用复制原件、3CD 前体、
3D 聚合酶结合成蛋白-RNA 复合物是 VPg-pU-Pu 前体形成的关键步骤。后续的
研究发现：在 FMDV 感染的细胞中，一个有功能的 3B 泛素化复合物的形成依赖














































L 蛋白是毒性蛋白，能关闭宿主细胞蛋白的合成。人们构建了 A 型 A12 病毒
缺失 L 蛋白编码区的突变体。它能在 BHK 细胞中繁殖，但是不会使牛和猪出现
病症[24]。由于它的致病性大大的减弱，它也被作为减毒疫苗来研究。接种缺失 L
蛋白编码区的 A12 病毒可以诱发 FMDV 特异的保护性免疫。将接种动物和带传
染性 FMDV 病毒的动物放在同一个房间，和相比，接种动物的病症比未接种动
物迟出现病症而且患病比较轻，但是不具完全保护力[25]。 
缺失 L 蛋白编码区的 A12病毒可以作为传统灭活疫苗的抗原来源[26]。分别用
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